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5 0 年代国外文献一致认为
,

从分开的 A
,

B 链不可能再重组成胰岛素分子
。

但邹承鲁等
“

胰岛素还原型 A
、

B 链可以重组成天然胰岛素分子
”

的发现
,

确定了 60 年代中国人工合成牛

胰岛素的路线
,

并获得成功
。

80 年代初
,

美国最先用基因工程生产人胰岛素仍然沿用这条路

线
,

说明该发现是经得住考验 的
,

但是重组的理论基础在 国内外却一直没有被研究
。

对此我们

提出一个假说
,

我们认为
:

胰岛素两条肤链之 间应该存在相互作用和正确识别
,

才使链间的二

硫键有正确的配对
;
在所有的重组产物中

,

天然胰岛素的结构最稳定
,

因此胰岛素重组的产率

才可能大大高于随机重组的 fL 率
。

为此
,

必需在实验上给予充分的令人信服的证据
。

本项 目用

核磁共振
、

圆二色谱
、

付立叶变换红外光谱
、

紫外差吸收光谱
、

荧光光谱
、

溶剂微扰等多种生物

大分子溶液构象研究技术
,

以及胰岛素化学修饰
、

重组产物 的 H P L C 分析
、

受体结合和生物活

性测定
,

在实验上较全面地
、

从多方位进行证明
。

首先
,

发现还原的胰岛素的 A
,

B 链分开后仍

然含有一定的有序二级结构
,

这是它们发生相互作用的结构基础
;
并指出文献中未能发现有序

结构是由于过量还原剂存在引起的变性作用
。

进而我们证明了 A
,

B 链之间确实存在着侧链基

团的广泛的
、

相当强烈的慢相互作用
,

并涉及整条肤链的构象调整
。

正 由于这种相当强烈的相

互作用
,

即使在 SM 脉溶液的强变性条件下
,

A
,

B 链仍然能以比理论计算几率高的产率重组
。

我们还通过 A 链 N
一

端和 B 链 C
一

端的化学修饰研究各种结构因素在两条链相互作用中的作用

表明
,

B 链 C 端不但对生物活力
,

而且对 A
、

B 链重组都是十分重要的
。

虽然 A l 被 D
一

型氨基酸

取代对活力影响不大
,

但是无论 D
一

型还是 L
一

型氨基酸的取代都严重阻碍 A
、

B 链间的相互识

别
。

所有这些导致链间的相互识别和相应琉基的正确配对
,

然后通过氧化形成天然二硫键
,

最

终形成胰岛素分子特定的空间结构并获得生物活性
。

本项目进一步发展了中国人工全合成胰

岛素的科学成就
,

阐明了人工合成胰岛素中 A
,

B 链重组成功的理论基础
。

关于胰岛素分子的结构
,

国际上许多权威人士
,

包括诺贝尔奖获得者 A fn i sn en
,

认为是一

种亚稳态
,

这使大部分国际流行的生化教科书也持有这一观点
,

声称从 A
,

B 链重组胰岛素的

产率相当于计算的几率 (约 8% )
,

因此前体分子中的连接肤 (C 肤 )是正确结构形成所必需的
。

二
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但我们发现他们所用的公式不能用于含有两条肤链的胰岛素
,

因此他们对几率的计算是错误

的
。

我们导出 r A
。

B
,

重组产率计算的一般公式
。

考虑到两条链各自的
、

相互的
、

各种结合的可

能性
,

按我们的计算
,

分开的 A 链和 B 链随机重组成有正确结构的胰岛素的几率接近于零
。

然

而在我们找到的适当条件下
,

天然胰岛素的重组产率达 30 %一 50 %
,

远远高于计算的几率
。

因

此我们比较研究蛋白质二硫键异构酶催化二硫键错接的胰岛素
、

交联胰岛素和人胰岛素原
,

以

及 S
一

磺酸型的 A
、

B 链
、

交联胰岛素和人胰岛素原
,

生成天然二硫键的规律
。

其间
,

我们在国际

上首次用蛋白质二硫键异构酶在同一基因编码的二条肤链的重组上获得成功
。

S
一

磺酸型的化

学交联胰岛素和人胰岛素原经蛋 白质二硫键异构酶的催化
,

以相似 的高产率 ( 95 % ) 得到天然

结构
,

大大高于文献值 ( 25 % ) ; 加人 C 肤对 A
,

B 链重组并没有影响
,

这强有力地说明 C 肤不提

供结构信息
,

只起连接 A
,

B 链的作用
; 人为的小分子交联剂也起到 C 肤类似的作用

。

综合这些

结果
,

揭示 了胰岛素 A
,

B 链本身 已经含有形成天然分子结构信息的本质
;
进一步强调 C 肤并

不含有结构信息
,

而 只起 连接 A
,

B 链 的作用
。

该新的见解发表在 《 T er n ds in iB oc he m
.

cS i
.

( 7’I B )S 》上
,

纠正了国外大部分教科书中关于
“

胰岛素原的 C 肤是胰岛素分子中正确二硫键形

成所必需
”
的错误观点

。

IT B S 是专门刊登生物化学领域内新成就
、

新观点等综述文章的一流杂

志
,

是本领域发行量最高 的刊物
,

一般不接受自由投搞而是 由编者约稿
,

它的 im p ac
t fac ot

r 高

达 1 5
.

7 8 8 (中国科学 B 辑为 0
.

2 8 8 )
。

在研究二硫键在蛋白质分子
,

包括胰岛素分子结构中的重要性的基础上
,

我们又进一步研

究二硫键对胰岛素发挥激素生物功能的作用
。

通过用琉基还原剂
、

氧化剂以及化学修饰剂定量

研究小鼠肝膜和人胎盘膜琉基含量和与胰岛素受体特异结合的关系
,

发现蛋 白质分子中半胧

氨酸之间的二硫键不但对分子结构的形成和维系有重要作用
,

而且它们的位置
、

状态和性质也

会影响分子的生物活性
,

和琉基之间的交换反应还是蛋白质发挥生物功能的一种途径
。

这一研

究结果为胰岛素和其受体通过琉基
一

二硫键交换发挥生物功能的作用机制提供了新的证据
。

最近发现
,

蛋白质二硫键异构酶是与新生肤折叠密切有关的仅有的二个
“

折叠酶
”
中的一

个
,

是最终全面阐明中心法则的一个关键问题
,

具有极其重大的生物学基础理论意义
,

并对基

因工程产物 的后加工又有肯定的实用价值
。

但国际上对该酶结构
、

功能和作用机制的研究还非

常少
,

因此该研究课题具有强烈的竞争性
。

除了用蛋白质二硫键异构酶研究胰岛素分子正确结

构的形成外
,

我们还开展了对该酶的系统研究
:

简化测活方法
,

提高了灵敏度
;
最早报道了按权

威性的
“

酶学方法
”

制备的酶制剂的不均一性
,

存在二体和 四体不同聚合状态的慢平衡
,

亚基间

主要是氢键
,

疏水和离子相互作用
,

二体的比活是四体的一倍
;
发现在反应过程中生成酶与底

物以二硫键共价结合的中间物
,

为酶的作用机制提供了重要信息
,

这一研究论文发表后迅速被

《e u r r e n t 。 p i n i o n i n , t r u e t u r a l b io l o g y 》 ( 1 9 9 1 年才出版的生物学权威性评论杂志 ) 评为这一领

域的重要论文
; 我们还发现酶活性部位的二硫键不是活力所必需

,

完全还原的酶活力最高
; 蛋

白质二硫键异构酶是位于内质网管腔内含量极高的酶
,

催化在这里加工的各种蛋 白质的二硫

键的生成
。

我们在体外检验这个设想
,

发现酶可以同时催化两种含有错接二硫键的蛋 白质分子

互 不干扰地生成正确二硫键
,

为该酶在体内行使生物功能提供合理模型
;在我们找到的优化条

件下
,

用二硫键异构酶催化磺酸型胰岛素原 已接近定量产率形成天然二硫键的结果
,

不但为揭

示胰岛素分子的结构本质提供全新的认识
,

而且对提高基因工程生产胰岛素或提高其他含二

硫键的蛋白的产率提供一个非常有实用价值的途径
。
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我们旨在阐明胰岛素分子正确结构形成机理 的
“

胰岛素 A
、

B链在溶液中的相互作用
”

的

研究课题
,

得到国家自然科学基金重大项 目支持
,

并连续获得 1 9 8 4一 1 9 9 0 年期间美国国立卫

生院 ( N IH )二期国外研究基金
。

该基金的发放十分严格
,

要通过三个层次的科学评议
,

特别是

要有申请项 目在国外进行比在美国任一实验室更为有利的充分根据
。

当时 N IH 的国外基金发

放正处下降
,

对第三世界科学家来说还存在一定的歧视
。

我们的课题并不是 以中国特有的实验

材料或环境作为优势
,

而是以课题本身的生物学意义
、

科学思想的创新性
、

实验路线的合理可

行以及我们在这项研究上的科学基础相对美国同行更具有优势而取得竞争成功 的
。

该项 目的研究思想
、

研究路线以及所总结 出的规律认识是基于我们中国人 自己的科学成

就
。

研究结果已总结成数十篇论文
,

都发表在国内外核心杂志上
,

特别是发表在 《 IT B S 》
,

《iB 。 -

hc e m ist yr 》
,

((B J》
,

《 F E B s))
,

《 B B A 》以及 《中国科学 》等杂志上的工作
,

已被 国际同行多次引用
。

该研究又为我们研究蛋白质和新生肤链的折叠奠定了基础
。

本工作获 1 9 9 5 年国家 自然科学奖

二等奖
。
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国家自然科学基金会代表团访问斯洛文尼亚和波兰
1 9 9 6年 4 月 6一 16 日

,

张新时副主任率我委员会代表团访问了斯洛文尼亚及波兰
。

访斯

期间
,

代表团访问了斯洛文尼亚科学基金会
,

与其主席及学术委员会主任等领导进行了友好的

建设性的会谈
,

4 月 10 日斯洛文尼亚科技部长会见了代表团
,

双方签署了两组织 间的科学合

作谅解备忘录
,

斯科技部副部长
、

我国驻斯大使鲁培新及经济参赞张银锡等出席 了签字仪式
。

签字仪式后
,

举行了记者招待会
。

张新时先生就我国科技发展政策
,

我委员会同国外基金组织

之间的关系等
,

回答了记者们的提问
。

在访斯期间
,

代表团还访问了 Joz et tS ef an 研究所
、

地质

研究所
、

生物研究所等科研机构
,

与有关方面的科学家进行了广泛而有益的接触
。

在访问斯洛文尼亚后
,

代表团又前往波兰访问了波兰科学基金会
,

波兰科学技术委员会
,

华沙大学
,

波兰果树研究所等科学机构
。

波兰科技委副主任
,

国务秘书 aJ n K
.

rF ac ko w ia k 博士

及波兰科学基金会主席 M
,

W
.

G ar bs ik 教授分别会见 了代表团
。

会谈中
,

双方都表达了对今后

开展科学合作的诚挚的迫切的愿望
,

探讨了在 中波政府间科技合作总枢架下我委员会与波兰

科技委之间签署合作备忘录的可能性
。

张新时副主任还代表我委员会邀请波科技委副主任

rF ac ko w ia k 博士今年 9 月访华
,

届时将进一步讨论今后两组织间的合作问题
。

( 国际合作局 陈淮 供稿 )


